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RESUMO

A utilizacdo de catalisadores biol6gicos vem crescendo juntamente com a demanda para a
obtencdo de produtos, surgindo assim novas tecnologias para auxiliar na aceleracdo desse
processo.0s suportes para a imobilizacdo de catalisadores é uma tecnologia que vem se
desenvolvendo em virtude das divergentes necessidades requeridas por processois.industria
O objetivo deste trabalho foi desenvolver novos suportes pela metodologia sol-gekentre o
materiais polifosfato, alginato de sédio, carboximetilcelulose e quitosana. O procedimento
consistiu na copolimerizagdo dos materiais com diferentes propor¢cdes seguidas de secagem
em estufa a 60°C por 24 horas e tratamento térmico por 72 horas, sendo que a cada 24 horas ¢
temperatura era aumentada em 100°C, iniciando em 300°C. O polifosfato puro (100%) foi
adotado como padrdo e as combinacdes entre o polifosfato e: alginato de saédio,
carboximetilcelulose e a quitosana foram testadas para avaliar a possibilidade de utilizac&o
desses materiais como suportes para imobilizar enzimas. As variagdes na proporcéo foram de,
respectivamente, 80% / 20% e 50% / 50% para todos os materiais, ou seja, polifosfato e
alginato de sédio na combinacédo de 80% / 20% e 50% / 50% o0 que se repete para as outras
combinacgdes. De acordo com as analises empregadas de difracédo de raio X (DR¥)danali
termogravimetria (TG) e pela microscopia eletronica aeedura (MEV) a amostra entre o
polifosfato e a quitosana, na proporcdo de 50% de cada material, apresentou as melhores

caracteristicas como suporte para imobilizar enzimas.

Palavras-chave:copolimerizagéo; suportes; analises fisico-quimicas.
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1- INTRODUCAO

As enzimas sao utilizadas pelo homem desde a antiguidade para a fabricagédo de péao e
vinho e tem ganhado interesse do setor industrial devido apresentarem vantagens para o
processo. A utilizacdo de enzimas no setor industrial surgiu em substituicdo a utilizacdo de
catalisadores quimicos, que apresentam algumas desvantagens que séo: necessidade de alte
temperaturas, producdo de produtos com composicdo quimica mista e necessidade de um
processo de purificacdo para a finalizacdo do produto, em contrapartida a utilizacdo de
enzimas devido a alta especificidade geram produtos com composicdo quimica canhecida
requererem condi¢cdes amenas de temperatura e pH e geram subprodutos degradaveis. NoO
entanto as enzimas quando aplicadas livres ao processo podem ser lixiviadas e estdo mais
suscetiveis a variacbes, mesmo que pequenas, nas condicdes de meio de cultivo. A utilizacdo
de suportes para imobilizar enzimas € importante, devido ao fornecimento de protecédo para a
enzima em relagdo ao meio de cultivo, variagcdes na temperatura, pH e agentes desnaturantes.
A metodologia do trabalho consistiu na copolimerizacdo pela tecnologia sol-gel entre os
materiais inorganico polifosfato e o0s materiais organicos alginato de sdédio,
carboximetilcelulose e quitosana, com o objetivo de caracterizar por analises fisico-quimicas
para avaliacdo da caracteristica dos materiais e sua aplicabilidade como suporte para

imobilizagéo de enzimas.



2- REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 ENZIMAS

As enzimas, em grande maioria, séo classificadas como proteinas globulares unidas por
ligacBes peptidicas, e de acordo com Galvdo (2004), com excecdo de um pequeno grupo de
moléculas cataliticas de RNA, todas as enzimas sdo proteinas. Recebem a denalminacéo
catalisadores biolégicos, pois, diminuem a energia de ativacdo necessaria para que uma
reacao ocorra, aceleram uma reacao termodinamicamente possivel e ndo alteram a constante
de equilibrio e a energia livre de reagdo (GURSEL et al., 2003; ISIK et al), 2003

As enzimas estdo presentes em todas as células vivas, exercendo a funcdo de
catalisadores das vias catabodlicas e anabodlicas do metabolismo celular e podem ser de
diferentes origens, como sugerem o0s autores (BON et al., 2008; dos SANTOS 2010) as
enzimas provenientes de microrganismos sao as mais utilizadas na industria por apresentarem
algumas vantagens.

De acordo com os autores, Hassan, Shah e Hameed (2006) e deCds(2004), os
catalisadores quimicos empregados em processos industriais possuem baixa especificidade,
geram produtos com composi¢do quimica mista, necessitando de um processo “down stream”,
apresentam baixa versatilidade e necessitam de altas temperaturas para atingir razoavel
velocidade de reacdao.

A utilizacdo de biocatalisadores em processos quimicos iniciou-se na década de 1960,
aliada a imobilizacdo enzimatica (KRAJEWSKA, 2004). Devido a alta demanda pela
utilizacdo de enzimas em processos industriais tem se buscado, cada vez mais, novos
catalisadores para tais fins. Com o intuito de explorar o potencial que essa tecnologia oferece,
atualmente sdo desenvolvidas novas metodologias em conjunto com ferramentas modernas de
biologia molecular e modos diferenciados de selecéo, para prospectar enzimas maiserobustas
com maior aplicabilidade (DE CONTI; RODRIGUES; MORAN, 2D01

De acordo com Mendes et al. (2011), a utilizacdo de enzimas se divide em trés
segmentos, sendo as mais utilizadas as da industria de alimentos e as técnicas, onde juntas
detém aproximadamente 50% do total de enzimas comercializadas. A movimentacéo

financeira sgundo o site “Companies and Markets” (http://www.companiesandmarkets.cpom

€ de que o mercado de enzimas movimerta2010, cerca de US $ 3,3 bilhdes e estima-se

gue em 2015 o mercado atinja valores na ordem de US $ 4,4 bilhdes.


http://www.companiesandmarkets.com/

Nos trabalhos de Hassan, Shah e Hameed (2006), de Castro et al. (2004) e Krajewska
(2004), relatou-se que as vantagens na utilizacdo de enzimas € que ndo ha producdo de
subprodutos indesejaveis, atuam em condi¢cdes baixas de pH, temperatura e presséo, possuen
velocidade de reacdo maior que a dos catalisadores quimicos, devido a alta especificidade
geram maiores rendimentos, permitem a obtencdo de produtos biodegradaveis,
consequentemente reduzindo a geragao de residuos, entre eles 4guas residuais e diminuicao d
custo final do processo.

As enzimas aliadas a suportes para fixacdo ganham mais robustez e maior estabilidade
guando comparadas a enzimas livres. De acordo com Carvalho, Canilha e da Silva (2006),
com a utilizacdo de suportes € possivel, ao final do processo, recupemameas, fornecer
maior protecdo contra pH, temperatura e agentes desnaturantes e, ainda, segundo Beynum

(1980) podem ser utilizadas em processos continuos com maior facilidade.

2.2 SUPORTES PARA IMOBILIZACAO ENZIMATICA

Segundo a afirmacéo de Guisan (2006) e Mendes et al. (2011), a imobilizacdo consiste
no confinamento da enzima em um suporte solido para posterior reutilizacdo do
biocatalisador, tornando o processo menos oneroso. A metodologia para ligacdo entre a
enzima e o suporte ainda € bastante discutida, ndo apresentando um consenso entre 0s autore:
Para alguns autores, como Gerbsch e Buchholz (1995) a imobilizacdo de enzimas ou
biocatalisadores pode ser de quatro tipos: ligacdo a superficies, aprisionamento em matrizes
porosas, contencdo por membranas e auto-agregacao. Outros autores detalham mais ess:
subdivisdo, dando énfase a cada divisdo da classificagdo de suportes para imobilizacdo de
biocatalizadores, sendo eles: ligacdo a superficies (adsorcdo natural ou ligacdo quimica);
aprisionamento em matrizes porosas (gel ou em suportes pré-formados); contencdo por
barreiras ou membranas (aprisionamento em fase ou barreiras pré-formadas) e pa@ ultimo
auto-agregacao (podendo ser natural ou artificial) (CANILHA; CARVALHO; SILVA, 2006).

De acordo com Fernandez, Lima e Lopes (2010), as ligacdes podem ser de@rordo
0 organograma da tabela 1, e segundo Meptes, (2011) dentre estes métodos 0 mais
simples e mais utilizado é o método de ligagdo ao suporte pela adsorcéao fisica, onde
interacOes fracas como pontes de hidrogénio, interacdes de van der Walls e ligacdes idnicas

interagem com o suporte.
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Figura 1:0Organograma da classificagdo dos métodos de imobilizagéo.

Fonte: Fernandez, Lima e Lopes (2010).

A tabela 1 fornece dados sobre os tipos de ligacdo entre a enzima o suporte e as

caracteristicas referentes aos processos. Através desta tabela é possivel escolher determinad.

forma de ligacdo da enzima com o suporte, visto que sdo abordadas informacdes relevantes

aos processos industriais como o custo e a estabilidade.

Tabela 1: Comparacao entre os métodos de imobilizagéo.

Caracteristicas Ligagotes Adsorgao Ligagao Ligagado Ligagdo Oclusao
cruzadas Fisica Iénica Metalica Covalente
Preparagio Intermediano Simples Simples Simples Dificil Dificil
Forga da Forte Fraca Intermediana Intermediaria Forte Intermediario
ligagdo
Atividade Baixa Intermediaria Alta Alta Alta Baixa
Recuperagdo Impossivel Possivel Possivel Possivel Rara Impossivel
do suporte
Custo Intermediario Baixo Baixo Intermediario Alto Intermediario
Estabilidade Alta Baixa Intermediano  Intermediano Alta Baixa
Aplicabilidade Nao Sim Sim Sim Nao Sim
geral
Protegao Intermediario Nao Nao Nao Nao Sim
microbiana

Fonte: Chibata, 1978; Kennedy & Cabral 1987; Dos Santos, 2010.



Ao comparar a imobilizacdo de enzimas com células livres, a imobilizacdo eleva a
atividade fermentativa da levedura, pois, elimina a fdag’ de crescimento devido a
adaptacédo rapida da célula com o meio fermentativo em bateladas sucessivas (DURAN;
BAILEY, 1986; MENDES, 2011). Em sistemas continuos diminui-se 0 risco de
contaminacgdo, ocorre reducdo na formacdo de subprodutos por células residuais e elimina a
necessidade de remocdo das células, tornando o processo mais eficiente (WILLIANS;
MUNNECKE, 1981; MENDES et al., 2011).

Além de diferentes métodos de ligacdo das enzimas ao suporte, existem diferentes
agentes imobilizados. Alguns autores citam que a eficiéncia varia de acordo com o0 que se
imobiliza podendo ser enzima, célula ou microrganismo (CANILHA; CARVALHO; SILVA,
2006). Ao aplicar suportes para imobilizar enzimas € necessario levar em conta as
necessidades que o processo requer, havendo variacdes na aplicabilidade para diferentes
suportes e enzimas.

Alguns processos industriais que necessitam de cofatores para seu andamento, ndo sao
indicados a aplicacdo de enzimas imobilizadas, visto que sera necessario adicionar tais
cofatores ao processo, 0 que acaba gerando maiores custos ao processo. Uma altrnativa é
imobilizacdo de células ao invés de enzimas, pois elas possuem a capacidade de regenerar 0¢
cofatores de maneira natural, além de que aumentam a eficiéncia dos processos fermentativos,
permitindo a sua reutilizagdo, reduzindo o custo de prod&cdomentam a protecdo das
células contra inibidores (pH, temperatura e agentes desnaturantes) (CORCORAN, 1985

Além da imobilizacdo de enzimas e imobilizagéo celular, existe também a técnica de
imobilizacdo de microrganismo. Essa técnica segundo Fenice et al. (2000) e Covizzi et al.
(2007), foi eficaz para a producao de pigmento pelo fiMgoascus purpureysendo que
resultou no aumento de produtividade do mesmo quando comparado a outros processos.

O figura 2 € um grafico que relata a importancia que a utilizacdo de supodes par
imobilizacdo de catalisadores vem ganhando com o passar dos anos, tendo em vista as

vantagens que estes trazem para 0s processos industriais.
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Figura 2 Gréfico da evolugdo do numero de publicacdes cientificas em periddicos internacionais
indexados, referentes ao termo “imobiliza¢do celular”, nos tltimos 50 anos (Fonte: Web of Science
Data Base “on-line”). Fonte: Covizzi, et al., 2007.

2.3 ALGINATO

O alginato € um dos suportes mais utilizados para a imobilizacdo de células
microbianas, devido sua preparacdo reguama metodologia simples, além de ser uma
técnica reprodutivel que utiliza condi¢cdes suaves durante o processo. Os alginatos sdo
heteropolimeros lineares (Figurd 8e &cidos carboxilicos compostos de subunidades
monoméricas de B-D-acido manurdnico e a-L-&cido gulurdnico interligados por ligacdes 1,4-
glicosidicas (KAWAGUTI; SATO, 2008). Podem sextraidos de algas marrons ouesar
obtidos de bactérias isoladas do solo. E comumente aplicado em indstrias de alimentos como
material gelificante, estabilizante e espessante e nas industrias farmacéuticas e
biotecnolégicas € utilizado para imobilizar células (GARCIA-CRUZ; FOGGETTI; SILVA
2008).
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Figura 3: composicdo dos alginatos: a) cadeia de residuos de acidos manurdnicos; b) cadeia de
residuos de acidos gulurdnicos; c) cadeia de residuos de &cidos manurénicos e acitlusogul
alternados. Adaptado de: Kawaguti e Sato, 2008; Rodrigues, 2010.

2.4 CARBOXIMETILCELULOSE

Segundo MANO (1999) o polimero Carboximetilcelulose (CMC) é obtido por meio de
duas reacdes, tendo como precursor a celulose. Juste e Majewicz (1985) e Fujimoto et al.,
(2002) relatam que a carboximetilcelulose (CMC) é obtidaededo de Williamson, pelo
tratamento de celulose com acido monocloroacético em presenca de excesso de hidroxido de
sédio O CMC é aplicado como espessante em cosméticos, alimentos, tecidos eAtintas.

figura 4 mostra a estrutura quimica da carboximetilcelulose,



Figura 4: Estrutura quimica da Carboximetilcelulose. Fonte: KAISTNER et al., 1996 & ROHR, 2007.

2.5 QUITOSANA

A Quitosana € utilizada como suporte para imobilizacdo enzimatica, devido o seu baixo
custo, ser um produto renovavel e biodegradavel e apresentar importancia econdémica e
ambiental. Sua producdo é por meio de residuos de carapaca da industria pesqueira, uma
tecnologia sustentavel, pois, utiliza um subproduto gerado por um segmento da indUstria que
por meio de reac¢Bes quimicas pode ser utilizado como suporte para imobilizar enzimas
(MENDES, 2011). O polimero Quitosana diferencia-se da celulose, segundo Krajewska
(2004), na presenca de grupos funcionais hidroxila (OH) e grupos amiap (NH

A gquitosana € a forma desacetilada da quitina que s6 perde em abundancia na natureza
para a celulose. E um produto natural, de baixo custo, renovavel e biodegradavel. Industrias
produtoras de quitosana a partir da quitina estdo situadas no Japédo, onde produzem mais de
100 bilhées de toneladas de quitosana por ano, a partir de carapacas de caranguejo e camarac
pela reacdo de hidrélise alcalina via processo termoquimico (MENDES et al., 2011).

As variacdbes mais importantes da quitosana segundo Mendes et al. (2011), séo
membranas e hidrogéis, 0s quais apresentam poros que S&80 essenciais para ocorrer a

imobilizacdo de enzimas. A figura 5 mostra a estrutura quimica da quitosana.

0 CH O

H

[ ¥
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Figura5: Estrutura quimica da Quitosana. Fonte: Azevedo et al., 2007.



2.6 PROCESSO SOL-GEL

A utilizacdo do processo Sol-Gel iniciou-se no século XIX, em 1846, por meio de uma
publicagcdo no Lawrence Livermore National Laboratory, LLNL, onde foi preparado um metal
alcooxido a partir de Sigk alcool, porém sé em 1939 a técnica de processo de materiais Sol-
Gel foi utilizada em escala industrial pela Schott Glass, para deposicdo de camadas de 6xidos
sobre vidros (GEFFCKEN; BERGER; PATENT, 1939). O processo consiste na combinagao
de compostos inorgéanicos e organicos, formando compostos hibridos, produzindo uma nova
classe de materiais com diferentes propriedades.

O processo sol-gel € uma rota de sintese de materiais no qual hum determinado
momento ocorre uma transi¢cdo do sistema sol para um sistema gel. O termo sol é definido
como uma dispersédo de particulas coloidais (dimensdo entre 1 e 100 nm) estavel em um
fluido, enquanto o termo gel pode ser visto como um sistema formado por uma estrutura
rigida de particulas coloidais (gel coloidal) ou de cadeias poliméricas (gel polimérico) que
imobiliza a fase liquida nos seus intersticios (SILVA, 2009).

O interesse nos materiais obtidos através do processo Sol-Gel esta na facilidade do
processo. De acordo com Alves (2005) o processo sol-gel pode ser dividido em cinco etapas:
formacdo do sol, gelificacdo, envelhecimento, secagem e densificacdo, sendo que a etapa de
secagem €é o ponto critico, pois define o tipo de produto obtido através do processo sol-gel.

A formacao de sol-géis estao representados na Figura 6. Ocorre, primeiramente, uma hidrolise
com a formacgéo de um alcéxido metalico (precursor) seguido de reacdes de condensacédo dos
grupos hidroxila, a qual leva a formacdo do sol e, consequentemente a formacao do gel

(SILVA, 2009).
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Figura 6: Reagéo quimica de hidrdlise, seguida pela condensacgéo para a sintese@ukeg8ILVA
(2009).

Para a caracterizacdo fisico-quimica do suporte, alguns autores (MENEZES;
MACEDO; JUNIOR, 2005; KOPP et al., 2012; JUNIOR, 2009) utilizam as seguintes
andlisesTermogravimetria (TG) que acompanha a variagdo da massa conforme aumenta-se a
temperatura em uma camara de aquecimento com balanca, onde sédo coletados as medidas d
massa em funcdo da temperatura, avaliando a estabilidade do material e a calcinacdo de
compostos organico#\ difracdo de raio X (DRX) é empregada para se avaliar a estrutura
cristalina do composto formado, o equipamento incide raios sobre a amostra que sao
refratados e coletados por um coletor que, por meio de graficos fornece a estrutura cristalina
do composto formado. A anélise de microscopia eletrbnica de varredura (MEV) € empregada

para visualizar a presenca de poros no composto obtido apds o processo sol-gel.

3- OBJETIVOS

4.1 Objetivo Geral

Desenvolver e avaliar novos suportes para imobilizacdo enzimatica aplicavel a
processos industriais a partir do processo sol-gel entre 0s compostos alginato,

carboximetilcelulose e quitosana com polifosfato.



4.2 Objetivos Especificos

e Avaliar a estabilidade dos suportes;
e Avaliar a porosidade nos suportes;

e Avaliar a formacao de cristais;

4- METODOLOGIA

O experimento foi desenvolvido em parceria entre a Universidade Federal da Grande
Dourados (UFGD) a Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho” (UNESP)
Campus de Araraquara. A preparagdo do suporte foi realizada nos laboratérios da Faculdade
de Ciéncias Bioldgicas (FCBA - UFGD) e as andlises dos resultados foram feitas nos
laboratorios do Instituto de Quimica da Unesp (IQ Unegparaquara.

Os materiais utilizados no experimento para a formacéo dos copolimeros foram cedidos
pelo Professor Dr. Hernane Barud, do Instituto de Quimica da Unesp de Araraquara. Os
compostos utilizados para a formacdo de copolimeros neste trabalho foram polifosfato
(NaPQ) da marca Merck; alginato de so6dio com baixa viscosidade; carboximetilcelulose
massa molar 90.000; quitosana da Aldrich, com massa molar média e cloreto de calcio
(CaCb).

5.1 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

O projeto consistiu em avaliar o polifosfato combinado com diferentes materiais
tomando como padréo o polifosfato puro (100%). Foram empregados trés tratamentos, sendo
que o primeiro foi a combinacdo de polifosfato com alginato de sodio, o segundo foi a
combinagédo de polifosfato com carboximetilcelulos®#@J} e o terceiro foi a combinagéo
entre o polifosfato cona quitosanaA relacdo entre o polifosfato e os outros materiais foi
respectivamente de 80% / 20% e de 50% / 50%, de modo que fosse avaliado o efeito do

aumento da concentracdo dos polimeros naturais ao polifosfato.

5.2 FORMACAO DOS XEROGEIS



O procedimento utilizado para preparar os xerogeis foi o descrito por Kopp et al. (2012)
com as modificagcbes descritas abaixo. Na formacdo do xerogelppmiesso sol-gel o
polifosfato foi determinado como padrdo e o mesmo combinado o com Alginato de Sdédio,
carboximetilcelulose e quitosana. Para a formacao do xerogel entre o polifosfato e o alginato
de sddio foram aquecidos 98 mL de agua a 60°C, sendo que, para a relacéo de 8085 / 20%
respectivamente, dissolvido 3,2 g de polifosfato e 0,8 g de alginato de sodio e para a relagcdo
de 50% / 50% foi, respectivamente, dissolvido 2 g de polifosfato e 2 g de algirsitiaje
para a preparacao do suporte. A mistura foi colocada em uma seringa e gotejada sobre uma
solucdo de cloreto de célcio (CaCtom concentracédo de 14,7 g.LApds esta etapa foi
separado o sobrenadante do gel formado, sendo este, armazenado em cadinho de porcelana.

Para a formacdo do xerogel entre o polifosfato e carboximetilcelulose (CMC) o
procedimento consistiu em dissolver 3,2 g polifosfato e 0,8 g de CMC em 98 mL de agua,
para obter a relacdo 80% / 20% e para a relacdo 50% / 50% utilizou-se 2dg deroposto.
Apés este procedimento, a mistura foi gotejada numa solucéo dgd@aCtoncentracéo de
14,7 g.l''. Ap6s esta etapa foi separado o sobrenadante do gel formado, sendo este,
armazenado em cadinho de porcelana.

A formacéo do xerogel entre o polifosfato e a quitosana foi feita pela dissolucdo de 3,2
g polifosfato de 0,8 gugtosana para obter a relacdo de 80% / 20% e para a relacdo de 50% /
50% foi utilizado 2 g de cada composto, sendo ambos dissolvidos em 98 mL de agua,
seguindo o procedimento realizado entre o polifosfato e a carboximetilcelulose. Apds esta
etapa foi separado o sobrenadante do gel formado, sendo este, armazenado em cadinho de
porcelana. Todos os procedimentos apés a formacao do xerogel foram levados a estufa por 24
horas a 60°C para a completa formacao do xéroge

Apoés o periodo de 24 horas na estufa as amostras foram levadas a mufla por trés dias,
sendo que, a cada 24 horas foi aumentada a temperatura, que se iniciou em 300°C, passando :
400°C e por ultimo a 500°C para tratamento térmico. Apos esse periodo na mufla as amostras
foram moidas com a utilizacdo de cadinho e pistilo e peneiradas em peneiras Mesh com

tamanho de 0,5 nm e as amostras foram armazenadas em tubos falcon.

5.3 ANALISES

As andlises fisico-quimicas foram feitas no 1Q da Unesp, onde foram utilizados os

equipamentos de difracdo de raios X, termogravimetria, microscopia eletrénica de varredura.



5- RESULTADOS E DISCUSSAO

A difracdo de raio X é uma importante analise comumente feita em materiais utilizados
como suporte para imobilizacdo de enzimas para identificar a composicdo de fases de
materiais cristalinos (ALVES, 2005). A figura 7 mostra a analise DRX para o xerogel com
diferentes concentra¢cfes de polifosfato e alginato de sodio, polifosfato e carboximetilcelulose
e entre polifosfato e quitosana. A figura A, D e G é o polifosfato padrdo (100%), nela
observaseuma estrutura cristalina mais organizada, bem distribuida no plano. As figuras 7 B,
E e H s&o, respectivamente a combinacdo entre o polifosfato com o alginato de sodio, a
carboximetilcelulose e a quitosana, na proporcao de (80%) para o polifosfato e de 20% para
0S outros materiais. O arranjo da estrutura cristalina sofre maior atigrela quitosana do
que para o alginato e o cMC. Isso pode ser explicado devido a estrutura quimica das
moléculas, sendo que a quitosana apresenta a menor conformacdo estrutural do que a
carboximetilcelulose e alginato, o que favorece a formacéo de poros e a interacdo entre os
materiais, possibilitando o uso como suporte para imobilizar enzimas. Isso se observa pela
reducao dos picos.

Na Figura 7 C, F e |, a proporcao entre o polifosfato e o alginato, carboximetilcelulose e
quitosana foi de 50% para cada. A estrutura cristalina foi modificada pelo aumento da
propor¢cdo dos materiais carboximetilcelul@sguitosana frente ao polifosfato padrdo e o

alginato.
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Figura 7: Analise de DRX do xerogel obtido por processo sol-gel entre polifostainat@de sédio.
Sendo A, D e G o polifosfato controle (100%). 7- B, E e H, respectivamente osfaibf (80%)
combinado com o alginato (20%), carboximetilcelulose (20%) e quitosana (20%) e CéFae |
combinagdo 50% entre os materiais.

Pa essa analise, deduz-se que a quitosana é o melhor agente modificador estrutural do
Polifosfato, indicando de forma indireta que pode ser o melhor suporte para imobilizacéo
enzimatica.

A andlise de termogravimetria (TG) relaciona a perda de massa com o aumento de
temperatura, ou seja, fornece dados sobre a estabilidade térmica da amostra, como mostrado
na Figura 8. O comportamento constante do polifosfato é explicado pela sua caracteristica
quimica, que por ser um precursor vitreo ele ndo sofre degradacdo quimica quando submetido
ao aguecimento, como observado na figura 8 A, 9 A e 10 A. No entanto a variagdo pa analis
térmica pode ser atribuida a presenca de agua ou algum reagente para a fitormacagel
(MELO, 201). A figura 8 B apresenta uma constante entre o polifosfato e o alginato,



mostrando uma forte interacdo entre esses compostos. A 8glranostra uma queda na
porcentagem de massa apos os 500°C indicando que o tratamento térmico foi eficaz (KOPP et
al, 2012).
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Figura 8: Andlise de Termogravimetria do xerogel formado por processo solrgeb @alifosfato e
alginato de sdédio. A figura 8-A é o polifosfato padréo (100%). A figuBaéo polifosfato (80%)
combinado com alginato (20%) e a figura 8-C é a combinacao 50% / 50% entre os materiais.



J& na Figura 9 B, cujo o xerogel é formado de polifosfato e carboximetilcelulose, com
concentracdo de 80% de polifosfato e de 20% de carboximeticelulose, observa-se uma perda
maior de massa, sendo responsavel por esta caracteristica a carboximetilcelulose, ou a
presenca de agua, no entanto verifica-se que o tratamento térmico descrito na metodologia foi
eficaz, pois acima de 500°C € que a amostra sofre perda de massa acentuada. Na Figura 9 C
no qual o xerogel é composto de 50% de polifosfato e de 50% de carboximetilcelulose,
observa-se uma perda de massa acentuada no inicio da analise indicando que aantexacao
o polifosfato e a carboximetilcelulose diminui a caracteristica de composto vitreo que 0
polifosfato apresenta, indicando degradacao da porcao organica que pode resultar no aumento
da porosidade, o que é desejavel para a imobilizacao.

Na figura 10 a copolimerizacao entre o polifosfato 80% e a quitosana 20% indicou uma
perda de massa acentuada apos os 500 °C, onde, novamente o tratamento térmico foi eficaz
conforme indicado por Kopp et al. (2012), no entanto, nota-se uma pequena variacdo quando
comparado ao padrao, fator que pode ser atribuido a interacdo entre o polifosfato e a
quitosana e também a presenca de agua, como citado anteriormente. A figura 10-C foi a que
apresentou queda constante, onde a maior propor¢do de quitosana afetou o comportamento
vitreo do polifosfato, fazendo com que o0 aumento de temperatura ocasione uma maior perda
de massa. Nota-se também que o tratamento térmico foi pouco eficaz para essa analise,
porém, essa queda desde antes dos 100°C pode ser justificada pelo aumento da proporcao de

quitosana (50 % / 50%) e pela possivel presenca de agua na amostra.



P
a g
S
S
a
90 4
%
85 T T T T T T T (7 T 1
0 100 200 300 400 500 600 700 800 900

Temperatura °C

100.0
M s
a
S 99.0 -
S
a 98.5
% 8o
7.5
0 100 20 300 400 500 600 700 800 900
Temperatura °C
100.0 -
M s05 C
a
S 9904
S
a 985+
% 9804
97.5 4

0 100 200 300 400 S00 600 700 800 900
Temperatura °C

Figura 9: Analise de termogravimetria do xerogel formado por processo sol-geb gutifosfato e a
carboximetilcelulose. A figura 9-A é o polifosfato padréo (100%). AréigB-B é o polifosfato (80%)
combinado com carboximetilcelulose (20%) e a figura 9-C € a combinacao 50% entre os materiais.
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Figura 10: Analise de termogravimetria do xerogel formado por processo sol-gel palifesfato e
a quitosana. A figura 10-A é o polifosfato padréo, a figura 10-B € o polifosfa) @mbinado com
guitosana (20%) e a figura 10-C é a combinacao 50% / 50% entre os materiais.

Com as analises de termogravimetria (TG) também podemos indicar como melhor
material a quitosana, pela acentuada perda de massa indicando degradacg&o da porgéo organic
e consequente aumento de area especifica, que ocorre com maior intensidade na combinacac

entre o polifosfato e a quitosana com 50% de cada material.



A microscopia eletrénica de varredura (MEV) utiliza um feixe de elétrons no lugar de
fotons utilizados em um microscopio 6ptico convencional, o que permite solucionar o
problema de resolucédo relacionado com a fonte de luz branca. Por meio da analise do MEV
podemos ver claramente a afinidade entre os copolimeros, diminuindo a caracteristica de
composto vitreo do polifosfato. Todas as figuras abaixo estdo aproximadas 20.000 vezes.

A Figura 11-A mostra as caracteristicas do polifosfato que € um composto vitreo. A
figura 11-B mostra a interacdo entre o polifosfato e o alginato na proporcéo de 80% / 20% que
modificou a caracteristica de composto vitreo, levando-o a apresentar camadas, no entanto,
como visto na andlise TG a caracteristica de composto vitreo ndo é alterada. A figura 11-C,
onde a amostra contém 50% de cada material percebe-se a presenca de poros, porém o
aspecto de camadas da figura B ndo é apresentado na figura C, que pode ter ocorrido devido a
perda de massa verificada na analise TG.

A figura 12 é a combinacao entre o polifosfato e a carboximetilcelulose (CMC),sendo
A é o polifosfato padrdo (100%) o B contém 80% de polifosfato e 20% de
carboximetilcelulose e C que contém 50% de cada material. A diferenca observada fica por
conta da figura B, onde visualizg-um material composto por camadas, diferente daquele
observado na figura A, que apresenta caracteristicas de um composto vitreo. A figura C
apesar da semelhanca com a figura A, a caracteristica vitrea é descartada analisando as
imagens de TG, que mostra uma queda no percentual de massa logo no inicio da analise,
descaracterizando o copolimero como composto vitreo.

A figura 13-B e 132 mostra alta interacéo entre o polifosfato e a quitosana. Na imagem
é possivel ver a formacao de camadas, que sao importantes para a imobilizacdo deA&nzima
aparéncia, conforme o aumento da propor¢do de quitosana se distancia da aparéncia do
composto vitreo. De acordo com a analise TG a proporcédo 50% de cada material ocorre uma
perda de massa com temperaturas relativamente baixas, sendo essa caracteristica atribuida «
quitosana. Em ambas a proporcdo de quitosana em relacdo ao polifosfato ficou evidenciada
que a estrutura cristalina foi alterada o que corrobora com a analise de DRX.



Figura 11: Analise de microscopia eletrénica de varredura com aumento de 20.000 vezes, onde 0 A€ 0
polifosfato 100%, o B é o polifosfato (80%) e alginato(20%) e o Cpélifosfato (50%) alginato
(50%).



Figura 12: Andlise de Microscopia Eletronica de Varredura com aumento de 20.000 vezesA@nde
o polifosfato 100%, o B é o polifosfato (80%) e carboximetilcelulose (20%) e2co@olifosfato
(50%) e CMC (50%).



Figura 13: Andlise de microscopia eletrdnica de varredura com aumento de 20.000 vezes, onde 0 A € o
polifosfato 100%, o B é o polifosfato (80%) e quitosana (20%) e o C é o pdtif¢s@2o) e quitosana
(50%).



6- CONCLUSAO

A partir da técnica sol-gel € possivel construir suportes com diferentes caracteristicas,
como o observado pelo trabalho. A perda de massa mostrou ser um fator que mereca atencgao,
principalmente a combinacdo entre o polifosfato e carboximetilcelulespolifosfato ea
quitosana com iguais proporcdes, no qual de fato a andlise de DRX mostrou que a
caracteristica vitrea do polifosfato padrdo foi modificada pela combinacdo com esses dois
materiais, justificando a grande perda de massa indicando aumento de area superficial. Das
combinacfes testadas todas apresentaram ganhos no que tange as caracteristicas de materi
para imobilizacdo de enzimas, mas a combinacdo com quitosana foi a que apresentou melhor
potencial indicando a possibilidade de maior area especifica por grama de material. Com
resultados de BET (Braunauer, Emmet e Teller), método de andlise de superficie essa

tendéncia poderéa ser confirmada.
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